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2. CTLA-4 基因多态性与 MG 易感性的相关性研究 
CTLA-4 基因的 1722C/T 位点 CT 基因型和非 CT 比较，MG 组和对照组差
异有统计学意义，MG 组 CT 基因型低于对照组（χ2CT=5.36，P=0.02）。MG 组
1722C/T 位点 C 和 T 等位基因男女性别比较有统计学意义（χ2=8.91，P=0.003），
女性 C 等位基因高于男性；TT 基因型频率在男性患者多于女性患者（χ2TT=7.47，
P=0.01）。无复发病史患者的 CTLA-4 基因的 1722C/T 位点 CC 基因型多于有复
















女性患者。但是 MG 组 CTLA-4 基因的+49 A/G 位点的 AA、AG、GG 三种基因
型的 sCTLA-4 表达比较为 χ2=1.01，P=0.59；-1722C/T 位点的 CC、CT、TT 三种
基因型 sCTLA-4 的表达比较为 χ2=0.93，P=0.63。 
结论  
1.MG 组治疗前后和正常对照组的血清 sCTLA-4 的表达水平相比皆有统计 
学意义，考虑 sCTLA-4 参与了 MG 的发病机制。 
2.MG 组经过激素、胸腺切除手术治疗后，血清 sCTLA-4 水平下降，说明
激素抑制 sCTLA-4 表达，sCTLA-4 的功能可能与胸腺密切相关。 
3.汉族人群 MG 患者 CTLA-4 基因的启动子-1722 位点的 CT 基因型可能为
MG 不易感基因型，CC 基因型可能为防止复发的保护性基因型。性别不同，易
感的基因和基因型可能不同。CTLA-4 基因的外显子+49 A/G 位点、启动子
-1722C/T 位点的基因多态性与 sCTLA-4 的表达水平没有相关性。 
 




















Objective：To investigate cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4(CTLA-4) 
gene polymorphisms and the role of soluble form of cytotoxie lymphocyte associated 
antigen-4 (sCTLA-4) in the pathogenesis of myasthenia gravis.  
Methods：ELISA assay was used to determine the expression level of serum 
sCTLA-4 in MG and the healthy control group.Two single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) of CTLA-4 at exon 49、promoter 1722 were analyzed by restriction fragment 
length polymorphism (RFLP).  
Results：The serum soluble CTLA-4 concentrations of patients with myasthenia 
gravis (after glucocorticoid) is significantly higher than the healthy control group 
(3.44±2.36ng/ml V 0.49±0.95ng/ml, Z=-9.03，P＜0.001).The mean reduction in 
sCTLA-4 concentrations of patients with myasthenia gravis was greater during the 
steroid treatment epoch (6.03±3.58ng/ml V 4.56±2.08ng/ml,t=3.10,P=0.005). The 
serum sCTLA-4 concentrations are significantly higher in MG patients (before 
glucocorticoid) than healthy controls(6.03±3.58ng/ml V 0.49±0.95ng/ml，Z=-7.33，P
＜0.001).P value between the thymusectomy and the nonoperations in the mean 
reduction in sCTLA-4 concentrations was less 0.05（2.59±2.37ng/ml V 3.70±2.31 
ng/ml，Z =-2.02，P=0.04）.There was no significant difference between MG and MG 
with recurrence, No significant difference between MG and MG with crisis. 
It was found that the frequencies of the CT-1722genotype are lower in MG patients 
than control（χ2CT=5.36，P=0.02）. The frequency of GG+49 genotype is significantly 
higher in male patients with MG than female patients（χ2GG=4.41，P=0.04） , 
Meanwhile, the frequency of the T-1722 allele and TT-1722genotype are higher in male 
patients with MG than female patients（χ2=8.91，P=0.003; χ2TT=7.47，P=0.01）. The 
frequency of the CC-1722genotype is lower in MG with recurrence patients（χ2CC=6.21，
P=0.01）.sCTLA-4 levels in patients’sera are not correlated with the haplotype and 















Conclusion：The concentrations of sCTLA-4 were high in patients with MG..The 
treatment of steroid and(or) thymusectomy could reduce the concentrations of 
sCTLA-4 in MG.. CTLA-4 at promoter 1722 may constitute a factor of susceptibility 
to disease. Gender was correlated with the haplotype and genotype.but sCTLA-4 
levels in patients’ sera were not correlated with the haplotype and genotype of 
CTLA-4. 
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MG myasthenia  gravis 重症肌无力 
SNP Single nucleotide polymorphisms 单核甘酸多态性 
CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4 细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原-4




ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 
bp base pair 碱基对 
APC antigen presenting cell 抗原递呈细胞 
TCR T cell antigen receptor T 细胞抗原受体 
OR odds  ratio 优势比 
CI confidence interval 置信区间 
ddH2O deionized distilled water 去离子水 
PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
AchR acetylcholine receptor 乙酰胆碱受体 
EAMG experimental autoimmune myasthenia gravis 实验自身免疫性重症肌无力 
DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
dNTP deoxyribonucleoside triphosphate 脱氧核苷三磷酸 
EDTA ethylene diamine tetraaceticacid 乙二胺四乙酸 
OD optical density 光密度 
PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
RFLP restriction fragment length polymorphism 限制性片段长度多态性 
Treg regulatory T lymphocytes 调节性 T 细胞 


































免疫应答中 T 细胞的活化需要 2 种信号，第一信号是抗原呈递细胞(antigen 
presenting cell,APC)呈递的抗原肽-人类白细胞抗原复合物，有特殊 T 细胞抗原受体
(T cell antigen receptor,TCR)识别，并将信号传递给 T 细胞。此信号对 T 细胞活化是
必需的，但不引起 T 细胞增殖和分泌细胞因子；第二信号称协同刺激信号，由
APC 表面的 B7 分子与 T 细胞表面的 CD28 结合产生[9]，分泌细胞因子并表达细
胞因子受体等。细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原-4（cytotoxic T lymphocyte associated 
antigen-4，CTLA-4）是 CD28 的同源分子，B7-CD28/CTLA-4 决定接受抗原刺激
的 T 细胞是发生免疫反应还是进入免疫耐受状态。 
人类 CTLA-4 基因定位于 2 号染色体长臂 33 带(2q33)，主要在激活的 T 细















分子（CTLA-4 的密度比 CD28 低,但 CTLA-4 与 B7 的亲和力高于 CD28 至少 20
倍以上）、免疫突触处破坏 CD28 的局部结合位点、通过 SHP-2 和 PP2A 调节 TCR
信号、干扰 T 细胞表面的脂筏的表达和结合树突状细胞（dendritic cells，DCs）
的 CD80、CD86 诱导 IDO 的释放（IDO 调节 T 细胞导致色氨酸的去除）等机制
干扰 Th1/2 的转录活性，阻碍 Th 细胞亚群的发育，抑制 T 细胞从 G1 期进入 S
期，阻止 IL-2 产生,最终导致 T 细胞的功能下调或反应终止[6][10][11]。CTLA-4 基
因敲除鼠发现 T 细胞过度增殖，多器官淋巴细胞侵润，出生后 3-4 周内死亡，进
一步证实了 CTLA-4 在 T 细胞的负调控作用[12]。 
最近研究示 CTLA-4 调控 CD4+CD25+Treg 维持免疫平衡，避免发生自身免
疫性疾病[13][14]。首先，CTLA-4 保护 CD4+CD25+Treg 远离 Fas 或 Fas 配体介导的
细胞死亡程序的激活[13][15]。其次，CTLA-4 信号通路在控制 Treg 的细胞周期停
滞发挥关键性作用。最后，在固有和获得性的免疫反应，DCs 能够激活抗原特异
的幼稚 T 细胞，决定了免疫反应的强烈程度。CTLA-4 传递抑制信号到 DCs，导
致 CD80/CD86 的功能抑制[16][17]。由于协同刺激因子提供刺激导致抗原特异性效
应性 T 细胞的活化，而 CD4+CD25+Treg 抑制的 CD80/CD86 减少了效应性 T 细





























可溶性细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原-4（soluble cytotoxic T lymphocyte associated 
antigen-4，sCTLA-4）是在 1999 年由 Magistrelli 等首先发现的 CTLA-4 基因转录
翻译的产物，由 137 个氨基酸组成的多肽，是一种完整而有功能的受体，主要表
达在非激活的 T 细胞，也可在 B 细胞和淋巴器官检测到，可能是以旁分泌的形
式调节免疫反应[29]。sCTLA-4 缺少跨膜区，一方面影响 CD28/B7 介导的协同刺
激，抑制 T 细胞活化；同时影响 CTLA-4/B7 的相互作用，阻断 T 细胞活化的负







关。外显子 1 区+49A/G 基因多态性与 T 细胞的功能有直接联系，前肽链的 17
位密码子中苏氨酸转化为丙氨酸，导致胞内吞噬和表面运输转运效率下降，改变
CTLA-4 的细胞内分布、IL-2 产物生成，最终改变 T 细胞的增殖[36][37]。+49 的等
位基因 G 高表达能降低 CTLA-4 向细胞表面转移的效率，导致 CTLA-4 低表达，
限制 CTLA-4 的功能，从而易患自身免疫性疾病；在 MG 中 A 等位基因升高与
胸腺瘤密切相关[38][39][40][41][42]。启动子-318 基因多态性通过改变启动子的活性、
mRNA 的表达水平、CTLA-4 的表达影响基因的转录[37][43][44]。(AT)n 多态性与
mRNA 转录的稳定密切相关。多个基因的遗传多态性位点对于决定免疫强度的
个体性差异性也起到关键作用[45] [46]。因此 CTLA-4 基因多态性、异常表达与免
疫性疾病关系已经引起人们的重视。 
MG 的易感性、疗效和转归等方面像其它免疫疾病一样,可能与遗传或基因
相关。单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNP）是人类 DNA 变
异中最常见的形式，被认为是最有价值的遗传标记，能为将来药物研发、筛选、
发展药物基因学及根据不同地区人群遗传特点制订的药物“个体化”治疗方案提
















他研究的证实；中国汉族人群资料更是缺乏，启动子-1722T/C 二态性与 MG 相
关性资料少见，激素、胸腺手术切除治疗对 sCTLA-4 的研究较少，并且 sCTLA-4
的表达意义和基因多态性相关性仍有争议。CTLA-4-Ig 在一些自身免疫性疾病的
实验治疗有效，更需证实 CTLA-4 的血清可溶性成分表达、基因多态性与 MG 的
相关程度，观察 CTLA-4 的免疫抑制能力，便于进一步制定靶基因的治疗策略。





























第一部分 MG 与血清 sCTLA-4 水平的相关性研究 
5 




研究对象为 2008 年 7 月至 2010 年 2 月就诊厦门大学附属中山医院的 MG
门诊和住院病人患者，发病年龄 14 岁。其诊断标准包括：1）获得性的骨骼肌
无力，包括头面部肌肉；2）波动性的肌肉不耐疲劳；3）波幅递减的电刺激反应，
3–5Hz 刺激动作电位波幅递减在 10%以上，单纤维肌电图的 jitter 值增宽；4）胆
碱酯酶抑制剂试验阳性；5）对胆碱酯酶抑制剂治疗有效。 
分型：采用 Osserman 分型标准[50]。 
具体治疗方案为：无肾上腺糖皮质激素治疗禁忌症者，以泼尼松量计算起始
剂量 50-60mg/d，1-2 周后即加量至 80-100mg/d；用 4-6 周症状明显改善后减量






























1.CTLA-4 定量 ELISA 试剂盒：Bender Medsystems 
2.主要仪器 
酶标仪（680 型）   BIORAD 
水平摇床     北京六一仪器厂 
酶标板    Bender Medsystems 
微量加样器规格 Eppendorf 
吸水纸      —— 
四、实验方法、步骤 
ELISA 法检测外周血血清 sCTLA-4 浓度 
1 准备工作: 
1.1 酶标板：包被 sCTLA-4 的单克隆抗体标板 l 块(96 孔)。 







包装：1 瓶 5ml 
稀释：5ml 的 20×检测液稀释于 95ml 蒸馏水中，得到工作液(1×检测液)。 
1.4 20×洗涤液（PBS，1%Tween-20） 
包装：1 瓶 50ml 
稀释：50ml 的 20×洗涤液稀释于 950ml 蒸馏水中，得到工作液(1×洗涤液)。 
1.5 抗人 sCTLA-4 单克隆抗体的生物结合素（biotin-conjugate anti-human 
      sCTLA-4 monoclonal antibody） 
包装：1 瓶 100μl 
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